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GENERAZIONE DELLA DIVERSIFICAZIONE 
RECETTORIALE 



I recettori per l'antigene sono prodotti da 
segmenti genici separati nella linea germinativa 
che si ricombinano tra loro durante la 
maturazione linfocitaria 



Dimostrazione del 
riarrangiamento del DNA di 
catene k durante lo sviluppo 
del linfocita B 



Figura 7.3 Disegno schom ino • .Joy li ospeiimenti di Tonegawa e 
Hozumi, i quali dimostrarono poi Li prima v.ilta che la produzione 
dei geni degli anticorpi e dovuta ad un iianangiamento fisico del 
DNA gonomico II [>NA derivante da cellule H di mieli ima e quelli' 
derivante da celiai.-' -etiit>i n ir ili 1 1 ■ ■ 1 1 [-.('.'ducenti anticorpi 111 dige- 
rito con endonucleasi di restrizione, i riammonii cosi ottenuti fu- 
rono separati in base al peso e poi analizzati con una sonda che 
avrebbe dovuto riconoscere in nudo specifico il gene per la catena 
L k- dogli anticorpi Tonegawa .: ll.vumi scoprirono che mentre il 
gene per la catena 1 k noli. . . lini.' ombn. nali non producenti im- 
munoglobuline ei a presente ni duo ti ,i ni in oriti di DNA, nelle cel- 
lule di mieloma, producenti anticorpi, il gene per le catene k era 

lare. Questo indica che I. . lini li. pi. '...lucono anticorpi hanno 
subito riarrangianienti del DNA all'interno o nelle vicinanze dei 
goni e. ..lineanti gU anticorpi. 
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Struttura dei geni delle Ig umani, linea germinale 
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Immunoglobuline rapporti struttura-gene 



CDR1, CDR2, CDR3 
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Meccanismi che danno diversità' 



Diversificazione combinatoria (ricombinazione VDJ 
ed appaiamento catene leggere e pesanti) 



Diversificazione giunzionale (nei punti di giunzione 
fra VDJ) 



Maturazione dell'affinità per le IgG (mutazione 
ipersomatica) 



Meccanismi che danno diversità' 



Diversificazione combinatoria (ricombinazione VDJ 
ed appaiamento catene leggere e pesanti) 



Diversificazione giunzionale (nei punti di giunzione 
fra VDJ) 



Maturazione dell'affinità per le IgG (mutazione 
ipersomatica) 
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I complesso enzimatico delle 
"ricombinasi V(D)J" 



Ricombinasi 
V(D)J 



RSS (recombination signal sequence) 
riconosciute da enzimi espressi 
specificamente dai linfociti T e B in via di 
maturazione 

Ricombinasi espresse nei 
linfociti T e B 



• due enzimi codificati dai geni: 

RAG-1 e RAG-2 (RAG= Recombination Activating Gene) 

• l'enzima TdT (Terminal deoxyribonucleotide Transferase) 

RAG-1 e RAG-2 riconoscono in maniera 
specifica le RSS 



GLI ENZIMI DEL RI ARRANGI AMENTO [V(D)J 
RICOMBINASI RAG-1 E RAG-2] NECESSITANO DI 
SEQUENZE DI RICONOSCIMENTO (RSS) 



S-mer a-wer 




RAG = Recombination Activating Gene 
RSS = Recombination Signal Sequence 



RSS = Recombination Signal Sequences 



eptamero : CACAGTG 
GTGTCAC 



nonamero :ACAAAAACC 
TGTTTTTGG 



12/23 RULE 



• lunghezza degli spaziatori tra le RSS = sempre di 12 o 23 

oligomeri; 

• ricombinazione = tra sequenza con spaziatore 12 oligomeri e 

una con spaziatore 23 

• 12 o 23 oligomeri = 1 o 2 giri della doppia elica del DNA. 
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When a forward-oriented V gene segment 

segment, alignment of the two RSS 
regions loops out the intervening DNA 
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After recombination this loop is excised 
RSS regions with it 


After recombination the coiled region 
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TAPPE DEL 

RI ARRANGI AMENTO 

V(D)J 



1 . legame tra 
ricombinasi e RSS 



2. appaiamento 
RSS-ricombinasi 




3. clivaggio del DNA 
con formazione di 
strutture a forcina 

4. clivaggio delle 
forcine e riparo 
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Meccanismi che danno diversità' 



Diversificazione combinatoria (ricombinazione VDJ 
ed appaiamento catene leggere e pesanti) 



Diversificazione giunzionale (nei punti di giunzione 
fra VDJ) 



Maturazione dell'affinità per le IgG (mutazione 
ipersomatica) 



Diversificazione giunzionale 
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Somatic recombination (V-D-J joining), addition of 
N and P nucleotides, transcription and RNA processing 
in three B celi clones 
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DIVERSITÀ' DURANTE IL RI ARRANGI AMENTO 



20/03/201 




P = palindromic 



N = non coding 

Site of hairpin 
cleavage 




nucleotide 
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P nucleotides 



P nucleotides N nucleotides 



P = palindromic 
N = non coding 



RSSs brought together 



RAG complex generates 
DNA hairpin at coding ends 
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Artemis:DNA-PK complex opens DNA hairpins 
generating palindromic P-nucleotides 
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N-nucleotide additions by TdT 
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N-nucleotide additions by TdT 
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Pairing of strands 




Unpaired nucleotides are removed 
by an exonuclease 



The gaps are fìlled by DNA synthesis 
and ligation to form coding joint 




TdT is higly expressed when heavy chain ricombination process is occurring 



Diversificazione giunzionale: eliminazione nucleotidi 



(A; Eliminazione di nucleotidi alia giunzione 
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DNA-PK 
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Severe combined 
immunodeficiency 
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Ataxia Telangiectasia 



Struttura dei geni del TCR umani, linea germinale 



Human TCR [5 chain locus (620 kb; chromosome 7) 
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TCR: rapporti struttura-gene 
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TRECs= T-cell receptor excision circles 
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a-chain and 8-chain loci 



D 8 x3 J 8 x4 C 8 



V a andV 8 
interspersed 



7-chain locus 
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I linfociti B esprimono sia IgM 
che IgD con la stessa regione V 
e la stessa catena leggera 

- Lo splicing alternativo - 
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I linfociti B esprimono sia IgM 
che IgD con la stessa regione V 
e la stessa catena leggera 

- Lo splicing alternativo - 
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Meccanismi che danno diversità' 



Diversificazione combinatoria (ricombinazione VDJ 
ed appaiamento catene leggere e pesanti) 



Diversificazione giunzionale (nei punti di giunzione 
fra VDJ) 



Maturazione dell'affinità per le IgG (mutazione 
ipersomatica) 
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Figure 5.20 Janeway's Immunobiology, 8 
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I linfociti B esprimono diversi isotipi con la stessa 
regione V e la stessa catena leggera 

- lo scambio di classe - 
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Repair proteins act to initiate double-strand break repair (DSBR) 



DSBR machinery joins the two switch regions 
and excises intervening sequences 




The selected Constant region is now located adjacent to the VDJ regioi 
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of DNA 
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insertion in DNA 
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Transcriptional activation 


Activation of promoter by 
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regulated | 
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Differential splicing of RNA 
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THE END 
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